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P a t e n t a n s u r ;1 c h e 



Verfahren zur ^tabilitiitsverb-vss-run.j von Hiiavdrogenar..;:* , 

Alkohol-Dahydrogbnas-? , in w.'isrsri'jer L'iniiny 
odsr tr. ! lfj.?r:jG!mnr'enen Sustand durch Zugahu von Phospaatpuf- 
Eer, Albumin und Olycin zu d«r nit der O.jhydrogfcnase in iie- 
riihrung sfs'.ienden Ualvindlung-slfSsuny , ladurch gakennzaich- 
net, rlafl nan zu der Uehnndlunqslonung zu.iHtzlich Ostein 
zugibt. 

■■'erfahran nacii Anspruch 1, rtadurch grikennzeichnrft, uafl nan 
das Cystein der .'iehandlungnrisung in ?int;n ''olvsrhiltnis 
von C"nt^in zu Civcin von 0,0001 bis 0,1 : 1, vorzugnweiise 
von 0,001 big 0,02 : 1 zusetzt. 

"arEahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnit.Uafi nan 
dan C/stein der Dehandlungslosung in t.-inur Konzuntrntion 
von 0,1 bis 20, vorzu<js',j R i<?f 1 bis 10, besonders 2 bin r, mg/1 
zusetzt. 

VerEahren nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichnet, dan man 
der llohandlunqnlonunq zu.sitzlich wenigstens elv.en wasserlcSs- 
lichan Konnlaxbildner fiir rnehrwartige "atallionen, vorzugs- 
wsIsr ''ithylendiamintetraessigs^ure, zusetzt. 
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. verfahren nach Anspruch 1-4, dadurch gekennzeichnet , dafl 
man der Kenan'' ingslSsung ein 3akteriostatikum, vorzugswei- 
se iJatriuriazid, zusetzt. 

, Verfahren nach Anspruch 1-5 unter Verwendung von Alkohol- 
Dehydrogsna.se, dadurch gekennzeichnet, daS nan der Behand- 
lungslosung ein Abfangmittal fur Aldahyd ,vorzugsweise Serin, 

ZUSetZt. 

iMssrige yehandlungslosung zur Durchfiihrung des Verfahrens 
nach Anspruch 1-6 nit einem Gehalt an Phosphatpuf f er , Albu- 
min unci Giycin, dadurch gekennzeichnet, dafl die Uehandlungs- 
losung zusitzlich Cystein enthilt. 

Liehandlungslosunq nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
dafl si* das Cystein in einem .""olverhUtnis von Cystein zu 
Clycin von 0,001 bis 0,1 : 1, vorzugsweise von 0,001 bis 
0,02 : 1 enth'ilt. 

IBehandlungslosung nach Anspruch 7 und 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dan sie das Cystein in einer Konzentration von 
0,1 bis 20, vorzugsweise 1 bis 10, besonders 2 bis 6 ng/1 
enthiilt. 

Jahandlungslosung nach Anspruch 7-9, dadurch gekennzeich- 
net, dafi sie nach Glvcin in einer Konzentration ;yon 0,1 bis 
10, vorzugsweise von 1 bis 5 g/1 enthalt. 
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11. Behandlungslosung nach Anspruch 7-10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi sie das Albumin in einer Konzentration 
von 0,1 bis 5, vorzugsweise von 0,5 bis 1 g/1 enthalt. 

12. 3ehandlungslosung nach Anspruch 7-11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl sie zusatzlich wenigstens einen vasser - 
los lichen Komplexbildner fur nehrwartige Metallionen, 
vorzugsweise Xthylendiamintetraessigsaure, enthilt. 

13. Behandlungslosung nach Anspruch 7-12, dadurchgekenn- 
zeichnet, daB sie zusatzlich ein Bakteriostatikum, vor- 
2ugsw?isa Natriumazid, enthalt. 

14. Behandlungslosung nach Anspruch 7-13 zur Alkoholbestimmung 
rait Hilfe von Alkohol-Dehydrogenase, dadurch gekennzeich- 
net, daB sie zusatzlich ein Abfangmittel filr Aldehyd, vor- 
zugsweise Serin, enthalt. 

15. Behand lungs losung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeich- 
net, daB sie ein Coenzyn, vorzugsv/eise Hikotinamid-adenin- 
dinucleotid enthSlt. 
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Tn<?titut Pre^enlii^ f!bemiscbp und Bioloqiscbe 
Laboratorien r*ihll, fi204 Taunu<?«?tein-Neubof 



Verfahren zur StahllitMtqverbesserung von 
Debvdrogenasen 



Dehvdroqenasen und andere Enzvne warden in zahlreichen bio- 
chemischen, in^besondere quantitativ-analvtiscnen Vertahren 
vervendet, Heisnielsweise i<?t es aus "Methoden der enzvmati- 
schen Analvse", H . n . nergmever Verlag uhemie Weinbeim, 3. neu- 
bearbeitete und erveiterte Auflage 1974, Band II, Seiten 1b4b 
bis 1 551 hekannt, >\thanol etwa in Hlut Oder Urin guantitativ 
in der ,,T ei.se zu bestinmen, daS man der athanolhaltigen Losung 
Nikotinamid-adenin-dinucleotid (NAD) als Coenzvm und aufler&em 
Alkohol-Dehvdrocrenaqe (ADII) als kataivsierendes Enzvm zusetzt 
und dabei Acetaldehwi und di*> reduzierte Form des Nikotinamid- 
adenin-rlinucleotids (NADH) bekommt. Da die Bildung von NADU, ge- 
messen an der Rxtinktionszunabme hei 340 (334, 365) nm, der fttha- 
nolmenge in der Bestimmungslosung proportional ist, ISflt sich 
durch Bestinmung der Kxtinktion filr NADU nit Hilfe eines 
Spektralohotometers der /2 
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"Vthanolgshalt in der Bestirinungslosung quantitativ ermit- 



teln. 



Dehydrogenase!! sind gr'iflten tells mehr ocior weniger enpfind- 
lich und verlieren daher schnell ihra Aktivitiit. Daher ist 
es allgenein Qblich, derartige Enzyme in v.nssriger LBsunq 
zu verwenden und di 3 Losuny kurz vor der Varv/cndung anzusatzen. 
Die's gilt insbesondere far die Alkohol-Dehydrogenase, die be- 
sonders empfindlich 1st, so daB bereits yeringste Konzeotrationen 
an Inhibitoren zur sofortigen Umsetzung rait den freien SL-Crap- 
pen in :'olek:il und zu einer Schlidigung des B M vras f.ihren. Zu 
den Inhibitoren der ADII zahlen alia Schuarmetallionen, Chlorid- 
ionen unci andere Verbindungen. 

Aus der oben zitierten Literaturstelle in "^thoden der er.zv- 
matischen Analyse" ist es bekannt, der Hehandlungslosung zur 
Verbesserung der Stabilit.lt Puffer zuzusatzen, insbesondere 
natriumpyrophosphat, doch konnen auch andere Phosphatpuffer, 
Tris- od'er Tram-Puffer vervendet v/erden. Aus der US-PS 3 493 
467 ist es weiterhin bekannt, der UehandlungslSsung bei der 
Xthanolbestimraung aufler elnem Phosphatpuf f«r noch Albumin und 
Glycin zuzusetzen. 



In neuerer Zeit ist man mehr und mehr bestrebt, derartige 
Verfahren nicht mit gelosten Cnzymen, sondern mit triigerge- 
bundenen Enzymen durchzuf iihren, da in diesen Fall das Enzym 
immerwieder verwendet vrerden kann. Derartige Methoden verlan- 
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gen aber eina sehr viel hohere Stabilitat des Hnzyns als 
bei Verwendung in wassriger Lusung, da die tragergebundenen 
Enzyme notentiellen Tnhibitoren sehr viel langer ausgesetzt 
sind. Aus dieseir Grund v;ar es bisher nicht noglich, bestimm- 
te Dehydrogenasen in tragergebundener Form zu verwenden, was 
insbesondere fiir die Alkohol-Dehydrogenase gilt. 

Dierier Crfindung zugrundeliegenda Aufgabe bestand somit darin, 
die StabilitSt von Dehydrogenasen und besonders von Alkohol- 
Dehydrogenase in Beriihrung mit der Behandlungslosung welter 
zu verbessern, no dafi man die Dehydrogenasen iiber langere 
Zeitr-iume in Beruhrung mit der Behandlungslosung belassen 
kann. Die Losung dieser Aufgabe 1st Voraussetzung fiir die 
Verv/endung der Dehydrogenasen in tragergebundenem Zustand. 

Das erfindungsgeKifls Verfahren zur StabilitHtsverbesserung 
von Dehydrogenasen, insbesondere von Alkohol-Dehydrogenase, 
in wassriger Lcisung Oder tragergebundenem Zustand durch Zugabe 
von Phosphatpuf fer, Albumin und Glycin zu der Dehandlungslosung, 
mit der die Dehydrogenasen in Beruhrung stehen, ist dadurch 
gekennzeichnet, da6 man zu der Behandlungslosung zusatzlich 
Cvstein zugibt. 

tjberraschenderweise vurde namlich gefunden, dafi die Kombination 
von Phosphatpuf fer, Albumin, Glycin und Cystein in der Behand- 
lungslosung, mit der die Dehydrogenasen in Beruhrung stehen, 
eine sprunghafte Stabilitatsverhescerung fitr die Dehydroyenasen 
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erbring t , so daft es moglich 1st, entweder wissrige Losungen 
der Dehydrogenasen ; iber l'ingere ZeitrMuiae stehenzulassen oder, 
was wichtiger 1st, die Dehydrogenasen in tr : igergebundene Zu- 
stand einzusetzen. 

Das Cystein ist als Stabilitatsverbesserer in Kombination mit 
den anderen genannten Komponenten bereits in sehr geringen 
Konzentrationen wirksam. Zweckmjflig setzt man Cystein und 
Glycin der Behandlngslosung in einem 'tolverhaltnis von Cy.stein 
zu Glycin von 0,0001 bis 0,1 : 1, vorzugsweise von 0,001 bis 
0,02 : 1 zu. Betrachtet nan die Konzentration der Bestandteile 
in der Behandlungslosung, so ist es zveckitnfiig, eine Behandlungs- 
losung zu verwenden, die das Cvstein in einer Konzentration von 
0,1 bis 20, vorzugsweise 1-10, besonders 2 bis 6 mg pro Liter 
enthHlt. Das Glycin enth.ilt die Behandlungslosung zweckinaflig 
in einer Konzentration von 0,1 bis 10 aher vorzuysweise von 
1 bis 5 g je Liter. Das Albumin enth'ilt sie zweckiriBig in einer 
Konzentration von 0,1 bis 5, vorzugsweise von 0,5 bis 1 g je 
Liter. 

Der Phosphatpuf fer, vorzugsweise Uatriumpyrophosphat , wird 
der Behandlungslosung in ublichen, aus der. Stand der Technik 
bekannten Konzentrationen zugesetzt, un den bekannterrnafien 
filr das betreffende Hnzym erforderlichen pli-Uert zu bekommen. 
Fur Alkohol-Dehydrogenase liegt das pil-Optinura beispielsweise 
bei pH 8,5. 



709881/0489 



2629808 



- g - 



Wis erwahnt, gehoren zu den Inhibitoren insbesondere der 
Alkohol-Dehydrogenase alle Schvernetallionen. die sich in 
den neisten 3estimmungsr5sungen finden, wie in Blut, im 
Serun, im Urin oder in alkoholischen OetrHnken , vie im Wein. 
Aus diesen Hrund ist as bevorzugt, der Bahandlungslosung 
zusatzlich noch venigstens einen wasserloslichen Komplex- 
bildner fur mehrwertige Metallionen zuzusetzen. Derartige 
Kornplexbildner sind beisoielsweise Xthylendiamintetraessig- 
saure, verschiedene "etallsalze darselben, wie das Dinatriim- 
salz, .vagnesium-Dikaliumsalz oder Zink-Dinatriunsalz , sowie 
NitrilwDtriessigsaure. Athylendiamintetraessigsaure ist far 
die Drfindung der bevorzugt verwendete Kornplexbildner. 

Bei der Zugabe des Komolexbildners ist zu beachten, daB die- 
ser der Behandlungsl5sung in einer Konzentration zugegeben 
wird, die nicht selbst inhibierend auf die Dehydrogenase ein- 
wirkt. Beispielsweise zahlt Xthylendianintetraessigsaure (EDTA) 
zu den Inhibitoren fur Alkohol-Dehydrogenase, wenn sie in be- 
atimnten Konzentrationen eingesetzt wird. Bei der Zugabe von 
0,1 Mol EDTA je Liter der Dehand lungs losung tritt bereits 
eine etwa 10 %ige Inhibierung ein. Es ist daher zweckmaBig, 
den Kornplexbildner, insbesondere die EDTA in einer Menge von 
0,0001 bis 0,01, vorzugsweise in einer Menge von 0,01 bis 
0,05 Mol je Liter Behandlungslosung zuzugeben. 

Insbesondere bei Verwendung tragergebundener Dehydrogenasen 

ist es weiterhin bevorzugt, der Behandlungslosung ein Bakterio- 
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statikum zuzusetzen, das der Stabilisierung insbesondere 
des TrKgers selbst dient. Es konnan ansich bekannte bakte- 
riostatika hierzu verwendet werden, tloch 1st es bevorzugt, 
Natriumazid (NaN^) zu verv;enden. Da auch Azide ansich in- 
hibierende Wirkung auf Dehydrogenasen zeigen konnen, ist 
es zweckmHBig, das Qakteriostatikum :Ja:i 3 nur in Konzentra- 
tionen von etwa 0,0001 bis 0,01, vorzugsweise von 0,01 bis 
0,05 "ol je Liter Behandlungslosung zuzugeben. In diesem 
Konzentrationsbereich wurde auch bei Alkohol-Dehydrogenase 
keine inhiblerende Wirkung des Matriunazids beobachtet. 

Wenn man eine solche Behandlungslosung, wis sie oben !>eziiglich 
der verschiadenen Konponenten baschrieban wurde, zur quantitati- 
ven Bestimmung von Ithanol mit Hilfe von Alkohol-Dehydrogenase 
verwendet, wobei Acetaldehyd gebildet wirrt, ist es erforderlich 
oder zumindest zweckmSBig , zur iieschleunigung der Reaktion durch 
Gleichgewichtsverschiebung dsn Acetaldehvd aus dem Reaktionsne- 
dium ahzufangen. Es sind ver-chiedene Abfangmittel hierzu bekannt, 
wie beispielsweise Senicarbazid Oder die aus der US-PS 3 493 467 
bekannten Hydroxy laminderivate , nanlich Aminooxyalkansauren und 
Aminooxysulfonsriuren. Als besonders geeignet erwies sich jedoch 
nunmehr als Abfangmittel Serin, wie DL-Serin, das heispielswei- 
sein Mengen von 0,001 bis 1 Mol pro Liter, vorzugsweise von 
0,01 bis 0,5 Mol pro Liter Behandlungslosung eingesetzt v/erden 
kann. 

Im fibrigen setzt man der Behandlungslosung ubliche Stoffe zu, 
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die aus dem Stand der Technik bekannt sind. So wird fur die 
quantitative Analyse der Hehandlungslosung ein Coenzym zuge- 
geben, wle HAD, wotei die zugegebenen Mengen hierbei dem 
•Stand der Technik entsprechen. 

Ueianlel 

Diesaa .lai.ipiel baschreiht die Zusanmensetzung einer ilehandlungs- 
lvsung, die ai , Durchf lufll'5sung in Verbindurg nit .tragergebunde- 
ner Alkohol-Dehvdrogenase gaeignet 1st. Diese Lfisung enthalt pro 
Liter: 



0,699 y Albunin 

30 m*'ol Glycin 
0,036 m'Tol Cystein 

100 nf'ol Serin (zum Abfangen des Acetaldehyds) 
1 g i!aN 3 (als Dakteriostatikum) 

1 g EDTA (zur Komplexierung von Schwernetallionen) 
2,1 n'f.ol :JAD (als Coenzym) 



Ansetzan der L3-?ung vmrde bidestllliertes Wasser benutzt. 
Wining besaiit direkt nil 3,5, was den in der Literatur any, 




gsbanen pH-Ontinun entspricht. 
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